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with  sepsis  (CAP+S)  is  common  in  the elderly, associated with high mortality and elderly  survivors 





inflammatory  and  bacteriocidal  and  then  anti‐inflammatory  to  promote  tissue  repair.    In  health 
neutrophils  maintain  an  exquisite,  environment‐dependent  balance  between  aggression  or 
quiescence and mortality and morbidity are seen with either inappropriately exaggerated or inhibited 
responses(4).  In  sepsis,  both  heightened  and  reduced  neutrophil  functions  are  linked  to mortality 
depending on the timing of these cellular responses.   For example, reduced neutrophil extracellular 
trap  formation  (NETosis)  on  admission  (potentially  representing  an  inadequate  response)  and 




acute  infection  or  inflammatory  challenge  display  reduced  neutrophil  migratory  accuracy(7), 
phagocytosis(8)  and  NETosis(9),  although  degranulation  appears  increased(7).    Our  previous  data 
suggest  that  during  infection  in  older  adults,  some  but  not  all  functions  are  blunted  further.  
Migratory  accuracy  is  reduced  during  respiratory  infections which  progresses  to migratory  failure 
during  sepsis;  remaining  impaired  six weeks  after  the  initial  infective  event(10).  Phagocytosis  of  E. 
Coli(11) and NETosis to phorbol myristate acetate (PMA)(5) appears preserved, reactive oxygen species 
(ROS) generation may  increase(12) but these functions are compromised  in severe sepsis. A reduced 
ability  to  target  bacteria  with  enhanced  degranulation/ROS  would  potentially  increase  bacterial 
invasion,  local  inflammation  and  by‐stander  tissue  damaging, which  is  in  keeping with  the  higher 
burden of severe sepsis and end‐organ damage experienced by this group(13).   
 
There  is  great  interest  in  using HMG‐CoA  reductase  inhibitors  (“statins”)  to  improve  the  immune 
response to infections, but studies have discordant results. In vitro and in a proof of concept clinical 
trial,  simvastatin  improved  the  migratory  accuracy  of  neutrophils  from  older  people  at 
therapeutically  relevant  concentrations(10,  14).    In  vitro  high  dose  simvastatin  increased NETosis(15) 
while in vivo, simvastatin reduced NETosis in a murine model(16).  In observational studies and during 
milder  sepsis  events,  statins  have  been  associated with  improved  patient  outcomes(17). However, 
most studies of sepsis in ventilated patients on critical care units have shown no benefit(18) although a 
recent post‐hoc analysis has  identified a group of  responders(19).  It  seems  likely  that  the  recipient, 
dose of statin and  timing of  the  intervention are key.   Of note, Simvastatin  (C25H38O5)  is a prodrug 
activated by  first‐pass hepatic metabolism to a hydroxyacid metabolite  (C25H40O6)(20).   Most  in vitro 
studies do not explicitly state whether they have used the pro‐drug but activated it or used the active 





Statins  have  been  prescribed  in  critically  ill  patients(24)  but  some  patients  experience  serious  side 





We hypothesised  that  simvastatin added  to  the  standard  treatment  for older patients with CAP+S 
treated  outside  of  critical  care  would  improve  neutrophil  responses  to  infection  (NETosis  and 
migratory accuracy) and would be well  tolerated and  safe  in  this elderly population. This proof of 
concept experimental medicine study had three aims: 
1. To determine  if  treatment with simvastatin altered neutrophil  function  in older patients with 
CAP+S.  
2. To determine the safety and tolerability of high‐dose simvastatin in CAP+S for seven days. 






Patients were eligible  if  they  fulfilled  the criteria described  in  table 1.   The British Thoracic Society 
guidelines  for  CAP  requires  patients  to  have  >3  of  cough,  sputum  production,  breathlessness, 
pleuritic  chest  pain,  haemoptysis,  fever,  headache;  signs  consistent  with  pneumonia  on  chest 
auscultation with  a  chest  radiograph  of  consolidative  changes  for which  there  is  no  other  clinical 
explanation(28).   Patients  also had  to meet  the  2012  Surviving  Sepsis Campaign Guidelines(29).  This 
research was started prior to the SEPSIS‐3 definitions of 2016. Sepsis and pneumonia criteria had to 




personal  legal  representative  or  professional  legal  representative.  Retrospective  consent  was 
obtained  from  the  patient where  possible.    The  randomization  sequence was  pre‐determined  by 




















with  NETosis  following  stimulation  with  Formyl‐Methionyl‐Leucyl‐Phenylalanine  (fMLP), migration 
towards CXCL8 and measurement of systemic neutrophil elastase activity as a surrogate marker of 












the  key  neutrophil  functions  between  the  placebo  and  simvastatin  groups  were  performed, 




1‐year,  termed  “hospitalization‐free  survival” was  calculated  as  part  of  a  post  hoc  analysis.  This 
patient  centred  outcome(31,  32) was  included  following  patient  and  public work  groups  (see  online 
supplement) and was calculated  in  the  following manner:   deaths were confirmed at 180 and 365 
days following enrolment by contacting the participants general practitioner (GP, primary healthcare 








Neutrophils  were  isolated  from  whole  blood  as  described(33).  The  neutrophils  (>  97%  viable  by 




NETosis  was  performed  on  freshly  isolated  CAP+S  neutrophils,  stimulated  with  fMLP  100nM  to 
represent a pathologically relevant stimulus, and 25nM Phorbol‐Myristate‐Acetate (PMA), used as a 
positive  control,  or  vehicle  control  (RPMI  1640  supplemented  with  2nM  L‐Glutamine,  100U/ml 
Streptomycin  and  100ug/ml  Penicillin  [GPS])  (Sigma‐Aldrich  for  all)  as  described(9).    Validation  for 













Aα‐Val360 is  a  neutrophil  elastase  (NE)  specific  fibrinogen  degradation  product  and  therefore  a 













Statistical  analyses were  carried  out  using  PASW  v18.0  (Chicago,  IL, USA).     Non–parametric  tests 
were  used  throughout.  The  assessments  for  neutrophil  functions  (NETosis  and  Chemotaxis)  and 
neutrophil elastase activity were performed by calculating the change in these functions between day 
4 and baseline to provide a measure of the treatment effect  in each group.   Power calculations are 
provided  below.        All  statistical  tests  are  listed  for  each  comparison, were  2  sided with  p<0.05 
accepted as statistically significant.  All clinical outcomes including safety monitoring, side effects and 
























This  study  was  a  single‐centre  randomized,  double‐blinded,  placebo‐controlled  trial.    The  initial 
protocol,  registered  on  the  European  Clinical  Trials Database  (EudraCT Number:  2012‐003343‐29) 
required  amendment  to  secure  ethical  approvals,  and  was  published(36),  however  a  further 
amendment was undertaken after the start of recruitment.  An abridged version of the final protocol 
is available in the online supplement. The trial and all amendments were approved by Yorkshire and 
Humber Ethics Committee  (REC 12/YH/0375) and patients with CAP+S were  randomised  to  receive 

















U).      Simvastatin  treatment was  associated with  a  significant  change  (reduction)  in  fMLP‐induced 




There were  no  differences  in  PMA‐induced NETosis  at  baseline  between  the  two  groups  (median 
(IQR) simvastatin; 48446.2 AU  (37616.7  to 55489.0) vs. placebo, 45295.1 AU  (37971.2  to 52841.6), 




This  confirmed  that  oral  simvastatin  reduced  NETosis  following  in  vitro  activation  with  a 





(median  (IQR),  simvastatin  0.23  µm/min  (‐0.01  to  0.74)  vs.  placebo  0.24  µm/min  (‐0.17  to  0.68), 
p=0.52, Mann‐Whitney U test).  Simvastatin was associated with a greater change (improvement) in 
migratory accuracy compared with patients who  received placebo  (Change  in chemotaxis  (Day 4 – 
Day 0) median  (IQR);  simvastatin 0.36 µm/min  (‐0.43  to 0.86)  vs. placebo  ‐0.04 µm/min  (‐0.74  to 










no differences  in plasma A360VAL  at Day 0 between patients on  simvastatin or placebo,  (median 
(IQR) Simvastatin, 13.3nM  (9.6  to 14.8) vs. 13.6nM  (9.7  to 17.0), p = 0.56; Mann Whitney U  test).    
Simvastatin was associated with a greater change in A360VAL (reduction) between Day 4 and Day 0 
compared  to  those  taking placebo  (Median  change  (IQR)  Simvastatin,  ‐2.55nM  (‐5.23  to  ‐1.15) Vs 





be  reduced  by  statin  therapy(38).    For  both  simvastatin  and  placebo  treated  groups,  there was  a 












80mg  simvastatin  was  well  tolerated,  with  no  serious  adverse  reactions  and  only  one  adverse 
reaction (myalgia). Biochemical safety monitoring did not show any change between Day 0 and Day 4 
or between Day 0 and Day 7 on treatment, apart  from cholesterol, which was  lower  in patients on 
simvastatin at Day 4 (see table 3). No patients met Hy’s  law (drug  induced  liver  injury as defined as 
alanine aminotransferase (ALT) elevation of >3x the upper limit of normal (ULN) and/or total bilirubin 
(TBL) elevation of >2x ULN(39)) and no patients demonstrated  rises  in ALT above  the upper  limit of 























Patients’ severity of  infection was stratified  in a post‐hoc analysis according  to SEPSIS‐3 definitions 
and neutrophil  functions of NETosis and chemotaxis assessed. A total of 27  (44%) patients met the 
SEPSIS‐3 definition  (SOFA  ≥2), simvastatin  (n=16) and placebo  (n=11) groups with no differences  in 
patient characteristics between the two groups (see table S2 in the online supplement). None of the 




ve)  patients  (fMLP:  SEPSIS‐3  +ve  326.3  AU  (‐145.5  to716.0)  vs.  SEPSIS‐3  ‐ve,  488.8  AU  (93.3  to 
1016.1); p=0.138 Mann‐Whitney U). There was no difference in the change of fMLP NETosis between 
Day  0  and Day  4  in  SEPSIS‐3  +ve  patients  comparing  those who  received  simvastatin  or  placebo 
(Median  change  (IQR),  Simvastatin,  ‐215.0 AU  (‐1049.0  to  673.2)  vs.    placebo  ‐10.0 AU  (‐867.2  to 
818.9). p = 0.601, Mann‐Whitney U). 
 
There was a  trend  towards  reduced chemotaxis on Day 0  in SEPSIS‐3 +ve vs. SEPSIS‐3  ‐ve patients 
(SEPSIS‐3 +ve: ‐0.035 µm/min (‐0.2 to 0.4) vs.  SEPSIS‐3 ‐ve: 0.23 µm/min (‐0.3 to 0.8), p= 0.07 Mann 













days  (Odds  ratio:  0.45,  95%  CI  0.22  to  0.90;  p=0.03)  for  those  patients  in  the  simvastatin  group 
compared with the placebo group (see figure 7). 
 Discussion 
This proof of concept study  is the first report of a therapeutic  intervention  impacting on neutrophil 
functions and clinical endpoints in older patients with CAP+S.   At Day 4, simvastatin was associated 
with  a  reduction  in  neutrophil  NETosis  (following  physiological  stimulation),  reduced  systemic 
neutrophil elastase activity, improved neutrophil migrational accuracy and a small reduction in SOFA 










infection,  but  also  highlights  the  complex,  stimulus‐specific  and  dynamic  nature  of  neutrophil 
responses in sepsis.   
 
Here,  we  interpret  a  reduction  in  NETosis  and  NE  activity  and  an  improvement  in  neutrophil 
migratory accuracy at Day 4 as positive, anti‐inflammatory events.   The optimal neutrophil response 
to  infection  should be proportionate  to  the  level of  threat  and will  vary during  the  course of  the 
illness,  from  infection onset  (where  responses  should be pro‐inflammatory  and bacteriocidal)  into 
recovery (where these pro‐inflammatory responses should diminish).  Sustained NETosis is associated 
with endovascular damage and coagulopathy  in human and murine sepsis(44, 45). Reduced migratory 
accuracy  has  been  associated  with  poor  patient  outcomes  and  increased  tissue  damage  due  to 
obligate proteolysis(34, 46). Fibrinogen degradation is a marker of systemic neutrophil elastase activity.  
Neutrophil elastase has pleiotropic pro‐inflammatory effects  that may drive  tissue  injury  including 
activation  of  endothelial  and  epithelial  cells,  degradation  of  extracellular  matrix  components(47), 
cleavage of receptors and anti‐inflammatory proteins(48‐50) and enhancing oxidative stress(51).   
 
Studies  suggest  CAP  bacterial  eradication  is  seen  in  approximately  3  days  with  appropriate 
treatment(52, 53) and negative outcomes are rarely associated with antibiotic failure but are associated 
with  dysregulated  immune  responses.    We  propose  that  blunted  pro‐inflammatory  neutrophil 
responses  at  Day  0  (as  seen  in  SEPSIS‐3  positive  patients),  or  inappropriately  sustained  pro‐







The pleotropic effects of  statins have  led  to  studies  in  sepsis and ARDS but evidence of efficacy  is 
controversial.  In most  cases, phase 3  trials have been negative  in patients  recruited within  critical 
care units(57) although  recently a group of  “hyper‐inflammatory” ARDS patients  showed benefit(19), 
supporting  our  data  suggesting  that  simvastatin  has  an  “anti‐inflammatory”  effect  in  vivo.   Most 
previous studies included a wide range of patients and diseases and many utilised “low” statin doses. 
We and others have described how the patient group (older), severity of the host insult (milder), dose 
of statin  (higher) and timing of the  intervention  (early) are  likely to  impact the effectiveness of the 
therapy(21).   Concordantly, a recent meta‐analyses(58) suggested  that statins reduced mortality after 
non‐severe but not after severe pneumonia. In addition, our phase II ASEPSIS study recruited ward‐
based  patients with  sepsis  and  demonstrated  that  atorvastatin  could  prevent  the  progression  of 
sepsis to severe sepsis(17). Our study did not identify changes in systemic pro‐inflammatory mediators 
but was not powered for this endpoint (which was considered exploratory), therefore further studies 




between  groups.  The  Kaplan  Meier  curves  for  hospitalization‐free  survival  diverged  from 
approximately 20 days post enrolment, suggesting that simvastatin had a long‐term beneficial effect, 
but  the mechanism  for  this  is  unclear  and  further  studies  are  needed  to  explore  this.   However, 
statins are known to have multiple epigenetic effects on a wide number of cell types even following 





The  current  study  has  important  limitations.    The  study was  not  powered  for  any  of  the  clinical 
endpoints  included,  and  so  these  must  be  interpreted  with  caution.    We  could  not  explore 
differences in patient’s responses to simvastatin which might inform who would gain the most clinical 
benefit  from  adjuvant  therapy  and  further  trials  should  focus  on  this.    Although  simvastatin was 
considered safe and well tolerated in this group, the study was not powered to assess differences in 
CK or liver dysfunction and a larger study is needed to assess safety (as well as efficacy) further.  This 




this  was  not  assessed  and  requires  clarification.    Our  understanding  of  neutrophil  responses, 
including NETosis are evolving.   In many studies, PMA  is used as the gold standard for maximal NET 
generation,  however  we  chose  fMLP  as  this  represents  a  physiologically‐relevant  stimulus.  We 
demonstrate that fMLP  is sufficient to cause NETosis  in systemic neutrophils from the  inflammatory 
environment of sepsis and there are studies highlighting  important differences  in NETosis triggered 
by biologically relevant stimuli versus PMA(37). Unlike migration, the assay for NETosis only  included 
live cell  imaging  in a proportion of patients, and therefore our  indirectly measured assay, although 
included in many publications, should be considered a limitation.  Also, the change in NETosis seen in 
this study between Day 0 and Day 4 was less than predicted in our a priori power calculations.  It is 
difficult to  judge what the minimally  important effect size  is for a cellular function and this may be 
dependent  on  how much NETosis  is  required  to  contain  bacteria  in  a  specific  setting.   However, 





Despite  these  limitations,  this  trial  is  of  importance.    This  study  highlights  that  it  is  possible  to 
conduct a RCT in elderly and acutely unwell patients outside a critical care setting. The trial also is the 
first  to  demonstrate  improvements  in  neutrophil  functions  which  are  impeded  with  age  and 
infection, and link these to clinical benefit.  The study provides further clarity on the potential role of 
simvastatin during  infections,  including which patients  (older), when  (early and mild), at what dose 













Data  for  this  trial  is  available  upon  request  to  the  corresponding  author.    All  requests  will  be 
considered by the trial steering committee including the ethical use of data.  De‐identified participant 
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Age 78.1 (70 ‐88) 83.8 (68 ‐90) 0.283 




















Severe Sepsis* N (%) 18 (56%) 18 (60%) 0.80 
SEPSIS‐3 positive (27/62) 16 (50%) 11 (37%) 0.317 




C‐reactive protein (mg/ml) 139 (52‐240) 156 (43‐267) 0.809 
Lactate (mmol/L) 2.0 (1.2 ‐ 2.8) 2.1 (1.3 ‐ 2.9) 0.662 
Creatinine (μmol/L) 79.5 (66.5  ‐ 105) 82.5 (70.5‐92.3) 0.746 
Creatine Kinase (IU/L) 85.5 (46.8 ‐ 203) 62.5 (37 ‐ 163) 0.129 
Bilirubin (μmol/L) 8 (6‐14.3) 10 (6‐16) 0.311 
ALT (μmol/L) 19 (13 ‐ 24.8) 14.5 (13 ‐ 27.3) 0.310 
Total Cholesterol (mmol/L) 3 (2.5 ‐ 3.8) 3.3 (2.6 ‐ 4.5) 0.555 



































































Bilirubin  7   8   0.618 8 7  0.716 






























DELTA SOFA, median (IQR) ‐1.5 (‐3‐ ‐1) ‐1 (‐2‐0) 0.040 







30‐day Mortality, n (%)  2 (6%) 6 (20%) 0.141 
Cumulative 90‐day mortality, n (%)  4 (13%) 8  (27%) 0.206 
Cumulative 180‐day mortality, n (%)  5 (16%) 10 (33%) 0.141 
Cumulative 1‐Year mortality, n (%)  7 (22%) 13 (43%) 0.103 
 
Legend.  Length of stay, readmission (over 365 days) and all‐cause mortality for all patients on an intention to treat basis.  
Mortality is all‐cause and cumulative, with differences assessed using a Fisher’s exact test.  Length of stay is expressed as the 
median in days with interquartile range and differences compared using Mann Whitney U test. 
 
 
 
